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新規フェノキサジン化合物の抗腫瘍作用
一C6ラットグリオーマに対する抗腫瘍作用について一
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【要旨】筆者らは2一アミノー5一メチルフェノールをウシヘモグロビンと反応させ，ジヒドロフェノキサジノン
（2一アミノー4，4α一ジヒドロー4α，7一メチルー3H一フェノキサジンー3一オン＝以下PHEX－5）を大量に得る方法を
確立した。このジヒドロフェノキサジノンは，強い副作用を伴うが強力な抗腫瘍作用を示すことで知られる
アクチノマイシンD（以下AMD）と同様に構造骨格にフェノキサジンを持つことから，　AMDのような抗腫
瘍作用を示すことが推察された．本研究ではC6ラットグリオーマを用いてPHEX－5の抗腫瘍効果，延命効
果，副作用などについてin　vitroおよびin　vivoの系で検：帯し，　AMD，マイトマイシンC（以下MMC）な
どの抗腫瘍剤と比較した．その結果，PHEX－5はBALB／c系ヌードマウスの皮下に移植したC6ラットグリ
四一マに対する強い腫瘍増殖抑制効果と延命効果を示し，また他の2剤に比べ副作用も軽微であった．
はじめに
　グリオーマは全脳腫瘍発症例の約1／3を占める
とされているが，浸潤性が強いため手術による全摘
出は困難であり，摘出術後の残存腫瘍に対する補助
療法が重要となる．しかし，今までに行われてきた
手術・放射線療法・化学療法などを組み合わせた数
多くの治療法のいずれによっても充分な治療効果が
得られていない1）2）3）．
　現在グリオーマの化学療法としてよく用いられて
いるのは，分子量が小さく脂溶性で脳血液関門を通
過し易いニトロソウレア剤のACNUであるが，（1）
半減期が15分で代謝産物にほとんど抗腫瘍作用が
ない，（2）主としてG2－M期にしか作用しない，（3）
骨髄抑制が強く6週に一度程度しか投与できない，
などの特性を持つことから，必ずしも最適な抗腫瘍
剤とは言い難い3）4）5）．こうした現状から新たな抗腫
瘍剤の開発と臨床への応用が待ち望まれており，ア
ドリアマイシンの誘導体でモルフォリノアントラサ
イクリン系化合物のMX　22）6）やMMCと類似した
構造を有しStreptomyces　sandaensisより分離され
たFK9734）7）8＞9）10）11）などの抗生物質関連の薬剤もそ
の抗腫瘍作用についての研究が進められている．
　AMDはDNAにintercalateすることにより抗
腫瘍作用を示す抗生物質であることが知られている
が，その基本骨格にフェノキサジンを持つ12）．このフ
ェノキサジンはAMDの抗腫瘍作用に関して重要
な役割を担っている化学構造であると考えられてい
る．通常，化学的に合成されたフェノキサジン化合
物，例えばオルトアミノフェノールとフェリシアン
カリとの反応で合成される2一アミノフェノキサジ
ンー3一オンは水に溶けにくく，また抗腫瘍作用もほと
んどないことが知られている13）．ところが，ヒトヘモ
グロビンの存在下でオルトアミノフェノールから生
物学的に合成された2一アミノフェノキサジンー3一オ
ンは比較的水に溶けやすく14），またいくつかの腫瘍
細胞に対してin　vitroで抗腫瘍作用を示すことが明
らかにされておりエ5），化学合成されたそれとは性質
が異なることが示された16）．
　筆者らは，フェノキサジンが抗癌剤であるAMD
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Fig．1PHEX－5の生成反応（2a5mp＝2－amino－5－methylphenol）
の基本骨格となっていることに着目し，ウシヘモグ
ロビンとオルトアミノフェノールの誘導体である2
一アミノー5一メチルフェノールとを長時間反応させて
フェノキサジン化合物であるジヒドロフェノキサジ
ノン（PHEX－5）を生成させ，さらにそれを分離精製
してその化学構造を同定することに成功した．本研
究ではこのPHEX－5の製造方法について述べると
ともにその抗腫瘍作用，副作用，延命効果などにつ
いてC6ラットグリオーマ細胞を用いてin・vitroお
よびin　viVOの系で検討した．
方 法
　1．試薬および実験材料
　2一アミノー5一メチルフェノール（東京化成），メチ
ルアルコール（和光純薬），セファデックスLH－
20（ファルマシア社），ウシの血液（芝浦臓器），
AMD（メルク万有），　MMC（協和発酵），イーグル
MEM培地（ニッスイ）
　2．PHEX－5の生成反応とその精製
　PHEX－5は2アミノー5一メチルフェノール（以下
2a5mpと略）とヘモグロビンの反応で生成される
（Fig．1）．その実験プロセスを以下に詳述する．
　①ヘモグロビン溶液：ウシの血液約llを8000G
で1分間遠心した後上清を除き赤血球を分離する．
これに5倍量の生理的食塩水を加えて同様の操作を
2回繰り返す．得られた赤血球液に5倍量の蒸留水
を加えて20分間放置する．この溶液を8000Gで20
分間遠心し，上清を採取してヘモグロビン溶液とす
る．
　②2一アミノー5メチルフェノールとウシヘモグロ
ビン溶液との反応：3gの2一アミノー5一メチルフェ
ノール粉末を500mlの0．2N塩酸に加えて溶解さ
せる．未溶解の粉末は濾紙で濾して除き，得られた
溶液を約500mlの0．2N苛性ソーダにて中和す
る．この溶液をただちに51のヘモグロビン溶液と
混合し，37℃で1週間インキュベートする．このヘ
モグロビン溶液のpHは7．0とした．
　③ヘモグロビン反応溶液の凍結乾燥処理：1週間
後に上記の反応溶液を7000Gで5分間遠心し，上清
を採取する．この溶液を凍結乾燥機（ヤマト東京）に
て凍結乾燥する．
　④PH：EX－5の精製：得られた凍結乾燥粉末に
100％メチルアルコールを加えてヘモグロビンを凝
集させ，7000Gで5分間遠心操作を行いヘモグロビ
ン凝集体を除去する．上清には反応で生成されるフ
ェノキサジン化合物が含有されるので，この溶液を
70℃にてエバボレーター中で蒸留しメチルアルコー
ルおよび水分を除去する．残渣物に少量のメチルア
ルコールを加えて溶解させた後，セファデックス
LH－20を充填したカラム（約80センチ，予め50％
メチルアルコールで膨潤させてある）にのせる．溶出
は50％メチルアルコールで行う．この溶出を3回繰
り返すことにより単一のPHEX－5が黄色透明の溶
液として大量に分離精製される．これを50℃で蒸留
するとオレンジ色の粉末が得られる（Fig．2）．
PHEx－5の分子構造（分子量＝242）をFig．3に，ま
た吸収スペクトルはFig．4に示す．得られた
PHEX－5は以下の実験に使用した．
　3．細胞毒性試験
　細胞毒性試験は以下の条件と方法で行った．
　使用細胞：C6ラットグリオーマ
　使用薬剤：PHEX－5
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Fig．2　PHEX－5
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Fig．3　PHEX－5の分子構造
NH　2
　　　　　アクチノマイシンD（AMD）
　　　　　マイトマイシンC（MMC）
　使用培地：イーグルMEM培地（10％牛胎児血
清，L一グルタミンを含む）
　前培養：37℃，5％CO、，48時間
　薬剤処理：37℃，5％CO、，48時間
　呈色反応：37℃，5％CO、，3時間
　測定波長：450nm（対照波長650　nm）
　6×104個／mlの細胞懸濁液50μ1をマイクロプ
レートに添加し2日間37℃の5％CO2インキュベ
ーター内で前培養を行う．その後10μg／mlの
PHEX－5を含む培養液50μ1を段階的に10－1，10”2，
10一3倍と希釈して添加し，さらに2日間37℃の5％
CO2インキュベーター内で培養する．これに予め調
製しておいた試薬［0．2mM濃度の1一　Methoxy
PMSの赤色水溶液5mlで16．3mgのWST－1およ
び凍結乾燥した20mM濃度のHEPES（pH　7．4）を
溶解し，0．22μmのメンブランフィルターで濾過滅
菌したもの］10μ1を加えてよく混和する．この後，
CO2インキュベーターで約3時間呈色反応を行い，
プレートリーダーで吸光度を測定（測定波長は450
nm）する．生細胞数は吸光度に比例するため薬剤濃
度と吸光度の関係をグラフにして抗腫瘍作用を示す
至適濃度を決定する．
　4．C6ラットグリオーマ移植ヌードマウスに対
　　する抗腫瘍効果
　イーグルMEMに10％牛胎児血清を加えた培養
液を用いてC6ラットグリオーマ細胞をインキュベ
ーター（37℃，5％CO，濃度，湿度100％）内にて単
層培養する17）．それをトリプシン処理で細胞浮遊液
とし，Nigrosin　B　dye　exclusion法で生細胞数を算
定した4）．1×107個／mlの細胞浮遊液0．1ml（細胞
数106個）をエーテル麻酔下で雄のBALB／c系ヌー
ドマウス（生後8週）の腋窩部皮下に27G注射針を
用いて移植した．この腫瘍結節径が8mm程になっ
た時点でコントロール群，PHEX－5投与群，　MMC
投与群，AMD投与群の4群（各群4匹ずつ）を作成
した．薬剤投与群では投与開始日より4週にわたり
隔日で皮下に27G注射針を用いて各薬剤を投与
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650
し18），コントロール群では生理的食塩水を投与した．
各薬剤の濃度は細胞毒性試験で充分な殺細胞効果が
得られた濃度（至適濃度）で，それぞれPHEX－5＝
1．Optg／ml，　MMC＝1．0”g／ml，　AMD＝O．1＃g／ml
とし，投与量は各群共にこの実験：系では0．4m1とし
た．PHEX－5は微量の1％メチルアルコールで溶解
した後生理的食塩水で希釈したものを投与した．抗
腫瘍作用の判定は，腫瘍結節の長径（a）と短径（b）
から求めた推定腫瘍重量（2／1ab2）19）および治療群
（T：Treatment）と対照群（C：Control）の腫瘍重
量の比（T／C×100％）を求めた．腫瘍重量の比は42
％以下のものを有意とした6）20）．
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結 果
　Fig．5は種々の濃度のPHEx－5，　AMDおよび
MMCのC6ラットグリオーマに対する細胞毒性試
験の結果を生存率曲線で示したものである．その結
果IC50（50％増殖抑制濃度：C6ラットグリオーマ
生細胞数が対照の50％になる薬剤濃度）はAMD
で0．03μg／ml，　PHEX－5で0．41μg／m1，　MMCで
0．51μg／m1であり，AMDがPHEX－5および
MMCよりも小さいことが明らかになった．また
PHEX－5およびMMCは1。0μg／ml，　AMDは0．1
　　　　　　　　薬剤濃度（μg／ml）
Fig．5種：々の濃度のPHEX－5，　AMDおよび
　　MMCのC6ラットグリオーマに対する細胞毒
　　性試験の結果を生存率曲で線示したものであ
　　る．（□＝PHEX－5，0＝AMD，■＝MMC）そ
　　の結果IC50（50％増殖抑制濃度：C6グリオー
　　マ生細胞数が対照の50％になる薬剤濃度）は
　　AMDで0．03μg／ml，　PHEX－5で0．41μg／m1，
　　MMCで0．51μg／mlであり，AMDがPHEX－
　　5およびMMCよりも小さいことが明らかにな
　　つた．またPHEX・5およびMMCは1．0μg／
　　ml，　AMDは0。1μg／mlの濃度で充分な抗腫瘍
　　作用が認められたので，これらの値を投与に際
　　しての至適濃度とした．
μg／mlの濃度で充分な抗腫瘍作用が認められたの
で，これらの値を投与に際しての至適濃度とした．
　Fig．6は。6ラットグリオーマ移植ヌードマウス
における各薬剤投与群の腫瘍増殖曲線であり，Fig．
7はコントロール群に対する各薬剤投与群の腫瘍重
量比を示したものである．これらよりPHEX－5，
MMC，　AMDのいずれの薬剤もC6ラットグリオー
マの増殖を抑え有意な抗腫瘍効果を持つことが判明
した．
　投与開始日からのMST（median　survival　time
平均生存日数）はコントロール群36．0日，PHEX－5
投与群52．5日，MMC投与群12．5日，AMD投与群
6．5日で，コントロール群に対する各薬剤投与群の
MST比2エ）はそれぞれ145．8％，34．7％，18．1％であ
り，コントロール群に比べPHEX－5投与群では
MSTの有意な延長が認められたが，　MMC投与群
およびAMD投与群ではその逆に短縮した．
　Fig．8はマウスに対する薬剤投与実験終了後のマ
ウスの外観について観察を行ったものである．コン
トロール群とPHEX－5投与群の比較では腫瘤の大
（4）
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Fig．6c6ラットグリオーマを移植し
　　たヌードマウスにおける各薬剤投与
　　群の腫瘍増殖曲線（□＝control，
　　O＝PHEX－5，　一＝AMD，　e＝
　　MMC）．　PHEX－5，　MMC，　AMDの
　　いずれの薬剤もC6ラットグリオー
　　マの増殖を抑え有意な抗腫瘍効果が
　　認められた．
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Fig．7　コントロール群に対する各薬剤投与群の腫
　　瘍重量比（□＝PHEX－5，0＝AMD，■＝
　　MMC）．　PHEX－5，　AMD，　MMC各投与群で腫
　　瘍重量比をみると投与5日目ではPHEX－5投
　　与群14．6％，AMD投与群19．8％，　MMC投与
　　群25．1％であり，11日目ではPHEX－5投与群
　　8．4％，MMC投与群23．5％，7日目では
　　PHEX－5投与群14．8％，23日目ではPHEX－5
　　投与群17．2％であり，ヌードマウスに移植した
　　C6グリオーマの増殖に対して明らかな抑制効
　　果を認めた．
きさに明らかな差が認められ，PHEX－5の腫瘍増殖
抑制効果が確認できる．しかし，腫瘤の増大に伴う
るい痩は双方とも著明であった．一方早期に死亡し
たAMD投与群およびMMC投与群ではともに浮
腫が認められた．
考 察
1．フェノキサジン化合物の構造と化学反応
フェノキサジンはFig．9に示すように2つのベ
ンゼン環の間にNと0が介在する化合物である．
この様なフェノキサジン化合物としてはショウジョ
ウバエの目の色素であるキサントマチン22），ある種
の細菌が合成するシンナバリン酸23）やAMD12），2一
アミノフェノキサジンー3一オン14）24）などが知られて
いるが，これらの化合物が生体におよぼす作用につ
いてはAMDを除いて十分な検討がなされていな
い．また，化学合成により合成されたフェノキサジ
ン化合物の水溶性はきわめて低いが，有機溶媒など
には溶解するという点で生物学的反応で合成される
フェノキサジン化合物とは化学構造が異なると考え
られている13）25）26）．しかし，生物学的反応で合成され
るフェノキサジン化合物と化学的に合成されるフェ
ノキサジン化合物の化学構造の差異については未だ
明らかになっていない．友田ら14）25）は，ヒトヘモグ
ロビンを用いてオルトアミノフェノールおよびその
誘導体化合物が酸化反応を受け，水溶性のフェノキ
サジン化合物が代謝されることを見い出している
が，このときヘモグロビンはオルトアミノフェノー
ルによりメトヘモグロビンへと酸化される．このよ
うな反応は，酸化剤による化学反応を別にすれば，
2一アミノー5一メチルフェノールがチロシナーゼによ
り酸化される場合26），3一　tドロキシキヌレニンがヘ
モグロビンによりシンナバリン酸に代謝される場
合23），オルトアミノフェノールがヘモグロビンによ
り2一アミノフェノキサジンー3一オンに代謝される場
合14）が知られている．ヘモグロビンはこの様なオル
トアミノフェノールおよびその誘導体化合物の代謝
の触媒として重要な役割を担っており，またその反
（5）
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Fig。8薬剤投与実験終了後のヌードマウスの外観．コントロール群（左）とPHEX－
　　5投与群（右）の比較では腫瘤の大きさに明らかな差が認められ，PHEX－5の腫瘍
　　増殖抑制効果が確認できる．しかし，腫瘤の増大に伴うるい痩は双方とも著明で
　　あった．
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Fig．9　フェノキサジンの分子構造
応様式はFig。1に示した如く進行すると考えられ
る．
　2．PHEX－5の抗腫瘍作用
　本研究では，この反応を利用してウシヘモグロビ
ンと2一アミノー5一メチルフェノールとを反応させる
とFig．1に示すようなプロセスでPHEX－5が大量
に生成されることを確認した．PHEX－5の化学構造
は先に示したが，水溶性が比較的高いことから化学
合成によって得られる非水溶性のフェノキサジン化
合物とは化学構造的に異なると考えられる．
　PHEx－5はAMD（Fig．10）の基本骨格であるフ
ェノキサジン構造を持つAMD類似化合物である．
AMDは抗腫瘍作用があることから過去に制癌剤と
して臨床的に使用されたこともあったが，強い副作
用のために現在では使用されておらず，in　vitroの
実験でのみ利用されている．AMDの抗腫瘍作用は，
腫瘍細胞のDNA二重螺旋にintercalateすること
でDNA依存性RNAポリメラーゼ活性を強く阻害
することにより発現する．このような背景から
PHEX－5もAMD同様に抗腫瘍作用を示す可能性
があり，本研究でその作用についてC6ラットグリ
オーマを用いて検討した．なお化学合成法によって
合成されたフェノキサジン化合物には抗腫瘍作用が
ないことがMotohashiら12）により示されている．
　①C6ラットグリオーマに対する細胞毒性試験
　今回の細胞毒性試験：（in　vitro）ではPHEX－5お
よびMMCいずれもしOμg／mlで充分な殺細胞効
果を示したが，AMDは0．1μg／mlと前二者の1／
10の濃度で同様の効果を示し，前者に比べより強い
殺細胞作用を持つものと考えられた．
　②ヌードマウスに移植したC6ラットグリオー
　　マに対する抗腫瘍効果
　ヌードマウス移植腫瘍に対する抗腫瘍剤の治療効
果と臨床における同一薬剤の治療効果を比較した報
告で両者の結果はよく一致している．このことから
もヌードマウスを用いたこの実験方法は新しい抗腫
瘍剤の開発には欠かせないものであると考えられ
（6）
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Fig．10　Actinomycin　Dの分子構造
　筆者らはヌードマウスにC6ラットグリオーマを
移植し，PHEX－5などの試薬の抗腫瘍作用について
検討した（Fig．6，7）．　PHEx－5，　AMD，　MMc各投
与群で腫瘍重量（および腫瘍重量比）をみると投与
5日目ではコントロール群2．025g，　PHEX－5投与群
0．295g（14．6％），　AMD投与群0．400　g（19，8％），
MMC投与群0．508　g（25．1％）であり，11日目では
コントロール群6．050g，　PHEX－5投与＃￥　O．508　g
（8．4％），MMC投与群1．422　g（23．5％），17日目で
はコントロール群13．500g，　PHEX－5投与群2．000
g（14．8％），23日目ではコントロール群19．602g，
PHEX－5投与群3．372　g（17，2％）であり，いずれの
薬剤でもヌードマウスに移植したC6ラットグリオ
ーマの増殖に対する抑制効果を認めた．またMST
はコントロール群の36．0日に対しPHEX－5投与群
が52．5日と有意に延長し，45．8％の延命効果が得
られたが，他の二丁では逆にMSTが短縮した．これ
はPHEX－5に比較して他の2つの薬剤の副作用が
一　655　一
強いことを示していると考えられる．薬剤投与期間
中のヌードマウスの外観の変化を観察したところ，
PHEX－5投与群はAMD，　MMC各投与群と比較し
て全身の浮腫が少なく，前述のようにMSTでも
AMD投与群の8．1倍，　MMC群の4．2倍という結
果が出ていることからも，PHEX－5による副作用は
他の二剤に比較して軽微なものと判断された．
　3．PHEX・5の作用機序
　AMDはPHEX－5と類似の化学構造を持つフェ
ノキサジンの誘導体であり，その作用機序はDNA
二重鎖およびDNA一蛋白質問に架橋を形成（inter－
calation）21）22）してDNAの複製を阻害することに
より分裂細胞をG2－M期に停止させるというもの
であり，PHEX－5も同様の機序で殺細胞作用を示す
ものと推察された．そこで筆者らは，PHEX－5の作
用機序についてm－AMS　assayで検証したが，上記
の予想に反してPHEX－5はAMDと異なりDNA
に対するintercalation以外の方法で細胞周期をS
およびG2　phaseで停滞させることが判明した．
PHEX－5で処理した細胞群の細胞周期について経
時的変化を追跡すると，時間が進むにつれてGl
phaseにある細胞が減少してSおよびG2・M　phase
の細胞が増加し，さらに時間が経過すると，細胞内
のDNA含有量自体が減少するのが観察された．こ
のSおよびG2－M　phaseの細胞の増加はDNA合成
が減少することによってSphaseでcell　cycleが停
滞したためと考えられる．このようにPHEX－5が
DNA合成を抑制することが実験により明らかにな
ったが，その具体的な機序については，DNA依存性
DNAポリメラーゼ，　DNAリガーゼなどの抑制，あ
るいはリボヌクレオチドリダクターゼやグルタミン
酸合成酵素を障害することで生じるデオキシリボヌ
クレオチド3一リン酸の不均衡などいくつかの可能
性が考えられており，今後の研究による解明が待た
れる．
　筆者らが精製したフェノキサジン化合物PHEX－
5のグリオーマ細胞に対する増殖抑制等に関する研
究報告は他に見られないが，今回の実験において
PHEX－5はAMD，　MMC27）28）29）と同等あるいはそ
れ以上の抗腫瘍効果を示し，副作用についても対照
薬剤に比較するとより軽微であることが判明した．
また，PHEX－5は水溶性が比較的高く分子量も小さ
いという生体投与に有利な特性も備えており，今後
の悪性グリオーマの治療に関して期待しうる薬剤で
（7）
一　656　一 東京医科大学雑誌 第55巻第5号
あることが示唆された．
結 語
　1．2一アミノー5一メチルフェノールとウシヘモグ
ロビンを反応させ2－amino－4，4α一dihydro－4α，7－
dimethyl－3H－phenoxazine－3－one（ジヒドロフェノ
キサジノン＝PHEX－5）を大量に生成する方法を確
立した．
　2．PHEX－5はC6ラットグリオーマに対してin
vivoおよびin　vitroにおいて強力な増殖抑制効果
を示し，またAMD，　MMCに比較し副作用も軽微で
あった．
　3．PHEX－5は水溶性が高く分子量が小さいこ
となどの生体投与に有利な条件を備えており，今後
の悪性グリオーマの治療に有用な薬剤であることが
示唆された．
　謝辞＝稿を終えるにあたり，本研究に関し御指
導を賜わりました伊東洋教授並びに友田樺夫教授
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Antiproliferative　Effects　of　a　New　Phenoxazine　Compound　Produced　by
　　　　　　　　　　　　　　　Oxidative　Reaction　with　Hemoglobin　on
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rat　Glioma　Cells
Shigeto　YAMANAKA
Department　of　Neurosurgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　（Director：Prof．　Hiroshi　ITO）
　　We　have　developcd　a　method　of　colecting　a　large　amount　of　2－amino－4，4α一dihydro－4α，7－dimethyl－
3H－phenoxazine－3－one　（dihydrophenoxazinone　or　abbreviated　as　PHEX－5）　which　was　produced　during
the　reaction　of　2－amino－5－methylphenol　with　bovine　hemoglobin．　PHEX－5　may　exert　as　strong　anti－
proliferative　effects　as　Actinomycin　D，　a　powerfu1　phenoxazine　derivative．　ln　this　study，　we　investigated
antiproliferative　and　life－prolonging　effects　and　side　effects　of　PHEX－5　both　in　vitro　and　in　vivo，
compared　with　Actinomycin　D　or　Mytomycin　C．　PHEX－5　showed　strong　supression　of　cell　proliferation
and　life　prolonging　effect　in　C6　rat　glioma　cells　both　in　vitro　and　in　vivo．　Moreover　PHEX－5　was　found
to　have　few　side　effects　on　tumor－transplanted　animals，　compared　with　Actinomycin　D　and　Mytomycin
c．
〈Key　words＞　Glioma，　Hemoglobin，　Phenoxazine．
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